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染色体複製の 制御機構を解析す る上で , 細胞表層の
果た す役割 は , 重要 な 因子の 一 つ と 考 え ら れ る .
染色体と , 細胞膜 が , 染色体上 の 特定部位で . 結合
して い る こ と は , 枯草菌 , お よ び大腸菌 を用 い て 証明
され て い る , 枯草菌で は , 染色体上 の 複製起点1 卜5I. 複
製点3I 岬t お よ び複製終点1卜3】7勅 で , 大腸菌セ は . 複製
点押OI. ぉ よ び複製終点 川
-2トで , 細胞膜と 結合し て い る
こと が , 生化学的に ∴証明さ れ て い る . ま た , 電子顕
微鏡を用 い た 形態学的観察か ら も証明さ れ て い る
-3l
.
以 来 , 染色休複製に 関与 する 細胞膜 た ん ば く の 同定
に 関す る研究が数多く なさ れて き た＼ こ れ ら の 研究 は ,
大別して 二 つ に 分 け られ る .
i) D N A合成変異株14ト16), あ るい は種々 の D N A合
成阻害剤 珊 8)を用 い て , D N A合成を 阻害 し . 勝 た ん ば
く の 変動を調 べ る .
大腸菌 に お い て は , dn aA あ るい は dn aB と称 さ れ
て い る , D N A合 成 変 異 株 を 用 い て , 検 討 さ れ
た . 血 αB粗 で は
,
D N A合成非許容温度下 , 分子 量
30,00, お よ び 40,000 の 膜たん ばく に 変動 が 認 め ら
れ . 血 αA
161で は , 分子量60,000の 勝 たん ばく に 変動
が認 め られ て い る .
枯草菌-7ト引 ま, 合 成変異株を用 い た実験か ら 非許容
温度下. 分子量50,000お よび 30,000の 勝 たん ば く に
変動が認 め られ た と報告 して い る .
D N A合成阻害剤を用 い た実験 と し て は , 大腸 菌に お
い て , n alidix c a cidを 府 い て 阻害 す る と 分子 量




こ の 分子量 40.000の 膿た ん ば く は , In o uye &
Pa rdee1 4)に より Pr otein X と名付 け ら れ て い る .
ま た
, 大腸菌の 外股 に あ る分子量80.00 の た ん ば く
が . 複製 の 開始 に 関与し て い る と い う 報告 も あ る
17I
.
ii) D N A･ 細胞膜複合体 を単離し , 複合体特有 の た
んばく を 同定する .
こ の 分野 の 研究と し て , 0Is e n等19)201は . 大腸 菌 か
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ら , 行e eflo w 電気泳動法を用 い て , 複合体を単離 ｡
精製し , た ん ばく を 同定 した . そ の 結果. 分子量 80,000
の たん ば くが . 複合体に 濃縮 さ れる と 報告 して い る .
また ,Portalie r& Wo rc e121)は ,bro m ode o xyu ridin e
で DN A中 の thymin eを置換 した D N A を用い て . 大
腸菌か ら , ヌ ク レ オイ ドを単離し , UV 照射後. D Na s e
処理 し て , D N A と共有結合し て い る膜 たん ば く の み
を 精製 し , 同定を行 な っ た . そ の 結果. 分子量 80,000,
お よ び 56,000の た ん ばく が . D N A と特異的に 結合す
る た ん ばく で あ る と 報告 して い る .
枯草菌 で ほ , Su e oka & Ha m m e rs別 に より . 分子量
35.000, 28.00, 22,000, お よ ぴ 15,00 の 4 種
が , Ha r m o n& Tabe r16Jに よ り , 125.000, 57,00
お よ び42,000の た ん ばく が 複合体特有 の た ん ば く で
あ ると 報告さ れて い る .
(i) (ii) の 研究か ら , 細胞膜 が , 染色体 の 複製制御に
積極的な役割 を果た し て い る こと が示唆さ れ る . し か
し なが ら , 染色体と 細胞膜の 結合 の 化学的性状 , 結合
の 果たす 役割 に つ い て . 分子 レ ベ ル で の 研究 は . 非常






の 単離 ･ 精製法が 確立 して い な い こ と に よ ると 思
わ れ る . 複合体 の 単離法に は , 次の 三 う の 方法が 代表
的で あり , こ れ まで 広く用 い られ て き た .
(i). 庶糖密度勾配超遠心法 : 細胞膜 に 結合 し た
D N A と結合し て い な い D N Aで ほ , その 大きさ が異 な
る こ と を利用し て . 庶糖密度勾配超遠心 を行な っ た際 ,
速く 沈降す る 画分を " D N A･ 細胞膜複合体
‖
と し て 単
離す る方法一 冊 ‖岬 1)
(ii) M- バ ン ド法 : 細胞膜 に 結合し た D NA と結合
して い な い D N Aで は
, Mg
2 +-Sa rko syl の 結 晶 に
対す る親和性が異な る こ と を 利用し て 複合体を単離 す
る 方法1 6】22I
(iii) 塩化セ シ ウ ム ー庶糖重層勾配遠心法 : (i)の
方法で , ま ず ∴ 速く 沈降する画分を単離し , こ の 画分
A D N A- me mbra n e c o mple x fr o m Ba cillus s ub tils. H iroo Toyoda, Divisio n of
Biophysics(Directo r : Profe ss o rHir o shi Yoshi kaw a) Can cer Re se arch Institute.
Kan az aw a Univ e rsity.
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を . 更 に塩化 セ シ ウ ム 岬焦糖 重層 勾 配 遠 心 法 を 用 い
て , 密 度の 差 を 利 用 し て , DN A 非結合性構成 分 を t
DN A一 細胞膜複合休か ら分離す る方法5I.
し か し なが ら , (i)(ii) 共に
'
. D N Aに 結合し て い な
い . 非特異的 な膜断片が , 複合体中 に 混入 し , こ れ を
除去出来 ない . ま た (ii)で は , 界面活性剤を用い て い
る た め , 細胞 膜の 構成成分に お よ ばす影響 を無視出来
な い . (iii)で は , 塩化 セ シ ウ ム を用 い る た め . 高塩下
で
, 複合休か ら , D N A結合性た ん ば く が解離す る可能
性が あ る .
著者 は吋 複合体の 持っ 役割 , 結合の 実体を分子 レ ベ
ル で 解析す る た め に , ま ず複合体 の 精製法を確立す る
こ と を目的と し て , 本研究を行な っ た .
精製複合体が得ら れた か 否か は, 次 の 二 つ の 観点か
ら確認する こ と に し た .
(i) 複合体 を出来る だ け温和 な条件下で 単離 し , さ
ら に ,複合体 は . D NA と特異的 に 結合 して い る膜 成分
の み を含む こ と .
(ii) 精製複合体 は , 染色体上 の 特定部位 を 含 む こ
と .
こ の 様な観点か ら, 以下 に述 べ る 方法を用 い て , 複
合体 の 単離 ･ 精製 を行な っ た .
D N Aに結 合し て い る 細胞膜 と , 結合 して い な い 細胞
膜で は t そ の 表層荷電が異な る こ と を利用 して l ゾ ー
ン 電気泳動法を用い て 両者を 分離し た .
次に . 電気泳動の み で は分離出来 なか っ た細胞膜 に
結合 した D N A と, 結合 し て い な い D N A は, そ の 大き
さ の 異な る こ と を利用し . 庶糖密度勾配超遮JL､に よ り
両者を分離し た .
こ の 様 に し て 得られ た , 精製複合体 は , 染色体上の
複製開始部位の み を含 み . 更に , 複合体特有 の 数種の
肢 たん ば く成分が同定出来 た .
実験材料および方法
Ⅰ. 使用菌株
1. βαCf〃u ぶ ざu如JJgぶ168 L T T
要求性 : le u cin e, try ptOpha n, thymin e･
2. βαC〃J祝ぶ ぶ混机f 〃5C RK 3000
要求性 : 1eucin e. m ethio nin e, ade nin e.
histidin e.
ⅠⅠ. 培地
1. Lo w pho sphate Pe n a s say(LP)
Ba cto Be ef Extr a ct l.5g, Bacto Ye a stExtr act
l.5g. Bacto Pepton e 5.Og, NaC13.5g, K2H P O4
140m g, K H2P O460m g を 蒸留水 に 溶解 し , Tris ･H Cl
( 最終濃度0.1 M)で , pH を 7.3 に 調製 し , 全量 を1エ
と し た .
2. Cg(Spiziz e n
,
s M inim al Mediu m)
23)
3 . Lo wS-C G- A Ae n riched m ediu m
3 5s を 用い て , た ん ば く を 標識 す る た め Cg 中 の
(N H4)2S O4. M gS O4 , お よ び c a s ein hydrolysate を
N H4Cl(1.62g/L), MgC12 2 H20 (1 65m g/L),
Na2S O4( 8.86m g/l , 2FLg S ato m)に か え , 13種 ア
ミ ノ 酸 (ala. , a rg. . aSP . , gly .. his. , ile ‥ lys .. phe. ,
pr o. , S e r.. thr. . お よ び v al. 最終濃度 20FLg/ mL) を
如 し た .
さ ら に . 増殖促進 の た め , 4種類の 塩基 (CytO Sin e-
ade nin e, gu a nin e, お よ び ur a cilを 最終濃度 20捕 /
mL). vitamine 類 (thia min e- H Cl, ribo色a vin , p-
amin obe n z oic a cid, nic otin a midet Ca-pa ntO
the n ate. p yrido xin e, H Cl. お よび folic acid lFLg/ mL
cholin ebita rtrate お よ びin o site 2FLg/ mL , biotin
O.1〃g/ mり を添加 した .
Ⅲ . 緩 衝液
1. T KE1
20m M TrisT HCl, 0.1M K C l, 1m M E D T A.
pH 8.1. EDTA 濃度を 10m M に し た 場合 T K E川 と 表
示す る ,
2 . P50El O




p o4 : C a r rie rfr e , 第 一 化学 薬品株式会
社製
2. H,
35s o. : C a r rie rfr e e, 第 一 化学薬品株式会社
製
3. 〔m ethyl-
3H〕 thymidin e (3H- T dR) : 5
Ci/m mole, Radiche mical Ce ntr e. Am e r sha m.
D- 〔1･3H〕 gluco samin ehydr o chlo ride :3
Ci/ m m ole, Radio chemic al Ce ntr e, Am e r sham .
Ⅴ. 実験方法
1. 粗 D N A一 触胞膜複合体 の 調製
81
B. s ubtilis168 L T T を L P 又 はLo wS-C G-A A
e n riched m ediu m 中 , 37
0
c で 培養 し た . 対数増殖期
中期(KlettUnit40～ 50)で NaN3(25m M ) を用い て
増 殖 を と め , 急 冷 後 , メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
~
( M illipo r e, pOr e Siz eO .45FL) を 用 い て ･ ろ 過
後 . 1/50 容の T K E. (PH 8.1). 25m M NaN3. 1m M
E D T Aに 懸 濁 し , 1ys o zym e (1m g/ mL ) を加
ぇ , 34
0
c で . 数分処理 し細胞を溶菌後. 溶菌液 を . 径
1,2m m の 注射針中を 10 回通 し . D N A を切断 した ･
こ の 溶薗液 を . 64% 庶糖 - T K E, (p耶 .1) 溶液を底
に お い た . 5-20% 煮糖 ･TKE､ 溶液 を段階的 に 積層 し
枯草菌に おけ る D N A一 組胞膜複合体に つ い て
た庶糖密度勾配上に 重層 し , 遠 心 (Be ckm a nS W 27
r oto r. 20,000rpm . 2
0
c . 45min)L た. 遠 心後 . チ ュ
ー ブの 上か ら , 2m げ っ 15本に 分画し , 分画番号 11
番か ら 14番ま で を ∴
`




2. 庶糖密度勾配 ゾ ー ン 電気泳動
ゾ ー ン 電気泳動 に用 い た装置 は . Kadoya 等 に24J
より開発さ れ た装置 を用 い た .
V-1 で 得た . 粗 D N A･ 細 胞 膜複合体 を . P50E. o
(PH6.7)緩衝液 に 対し て , 一 晩透析後 ,Sephadex G-50
粉末を用い て , 3 ～ 4皿ほ で 濃縮 した .
濃縮し た 試料 の 庶糖濃度 を 5 %に し , 1/10容
の , 0.05 % B P B を加え , 70% 庶糖 -P58ElO 溶 液 を 底
に おき . 10 ～ 3 0 %庶糖 - P5 0E川 の 直線的庶糖密度勾
配上に , 重層 し , 定電圧(20m A), 9 ～ 10 時間, 4
0
c
で , 電気泳動を行な っ た . 泳動後 , 底 か ら . 20滴ず っ
分画し . 形質転換活性 お よ び . 放射能活性 を測定 した .
3. 形質転換活性測定
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試料より 一 定量と り , C R K 3,000 を受容菌 と し
て , 形質転換活性を測定 し た .
4. 放射能活性測定
D N A は, 1 N KOH で , 37
0
c 一 晩処理 後 .1 N H Cl
で中和し , 10% 冷 T C A を加 え , T C A不溶性沈毅を .
Gla s s丘br eBlter( W hatm a n, G F/C)上 に 集 め , ト ル
エ ー ン P P Oシ ン テ レ 一 夕 ー を用 い て , 放射能活性 を測
定し た .
た ん ばく , お よ び グル コ サ ミ ン は , 直接 10 % 冷
TC A を加え . 同様の 方法 で 放射能活性を測定 し た .
リ ビ ド は , 32p で 標 識 し た 試料 か ら . Bligh &
Dye r
26)の 方法に 従 っ て 抽出 し . CH Cl｡ 層 を バ イ ア ル
に 入れ , 一 晩乾燥後. トル エ ン ･P P Oシ ン チ レ 一 夕 ー を
用い て , 放射能活性 を測定 した .
5･ SDS一 軍 リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動
S D S- ゲ ル 電気泳動 は, La e m mli & Fa v r e27J の
方法を用 い た .
泳動前に , 分画 した 試料を濃縮す る た め , 各画分
を. c a r rie rD N A(C alfthym u sD N A2m g/ mL を 一
滴加え た)と 共に . 1 0% 冷 T C Aで 沈澱後 , ア セ ト ン で
洗浄し
, 残存す る T C A を除い た .
沈澱 を , 40～ 50LL の 緩 衝液 (62.5m M Tris-
H Cl･1 % S D S
･ 1 % 2･ m er C aPtO etha n ol, PH6.8) に
懸萄し1000c , 2分間処 理 し て , 沈 澱 を 完全 に 溶解
乱 1/10容 の , 0 .05 % B P B-80 % 庶糖 溶 液 を 加
え
･ 10% ゲル 濃度 , 定電圧(20m A). 4 ～ 5時間室温
で泳動を行 な っ た , 泳動後0,1 % C｡ ｡ m a Sie Brillia nt
Blu e-50 % T C A溶液中で t 20分染色後 , 7.5 %酢 酸
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で 脱色し , ゲ ル を 乾燥後 t Bo nn e r& La sky
2別 の 方法
で オ ー ト ラ デ ィ オ グラ フ ィ を行な い たん ばく 成分を解
析 した .
6 . 電子覇徴鏡観察
ゾ ー ン 電気 泳動法 に よ り . 単 離 し た 複 合体
を ･ 0･1% ダ ル ク ル ア ル デ ヒ ド 溶 液で 300c, 30分処
理 し 固定 した ､ 試料 中の 産額 . お よ び ダル ク ル ア ル デ
ヒ ドを除く た め , P5 0E- 0(PH6.7) 緩衝液に 対 して 透
析し た . 試料を , Da vis 等29)の 方法に より展開 し ,既に
報告し た方法叩 を用 い て 観察 した ､
実 験 結 果
Ⅰ･ D N ん細胞膜複合体の精製
β■ g 祝占f〃∫∫16 8 L T T を合成培地中で 培養し , 実 験
方法 Ⅴ-1 で 述 べ た方法 に 従 っ て 溶薗液を調製 し た . 溶
菌液 を 請製す る際 . DNA 断片の 細胞膜 へ の 非 特異的
巻き こ み を防 ぐ ため , ア ル カ リ 性 の 緩 衝液 (T K E､ .
pH 8.1 )で 調製 した . 溶菌液を , 5-20 %の 庶糖 を段階
的に 積層し た庶糖密度勾配遠心に よ り分画し . 重 い 画
分に 来る も の を ,
"




粗 D N A一 組胸膜複合体 を . 直ち に P50ElO (pH6.7 )
緩衝液 に 対して 透析し ゾ ー ン 電気泳動を行 な っ た . 以





























Fr qc†io n No.
Figu r el. 粗 D N A- 細胞膜複合体の 調製
B. s ubtilis 16 8L T Tを thymidin e(2.5FLg/ mL ),
1e u cin e(50Flg/ mL)try ptopha n e(50LLg/mL), 0.5 %
glu c o s eを 含む 合成培地, Lo wS-C GLA Ae n riched
m ediu m 中37
0
c で 培養し た . 細胞内の D N A お よび た




s (1.5FLCi/2JLg S ato m/ mL) で 標識 した . Klett




に 従 っ て 溶菌液を調製 し .庶糖密度勾配遠心
を行な い 分画後 , 各分画 より 20山 をと り放射能活性
を測定 し た . 分画番号11番 より 14番ま で を集 め て ,
さ ら に 精製を行 な っ た .
336
して 透析する こ と が . 複 合体 の 精製 に は重要で ある .
ゾ ー ン 電気泳動 , さ らに 複 合体 を精製す る た め再 び
電 気 泳 動 を 行 な っ′た 時 の パ タ ー ン を Fig.2
(a), Fig .2(b )に 示 し た .
一
再び電気泳動 を行 な っ て
も . D N Aと た ん ばく の パ タ ー ン は 一 致 し な か っ た . こ
れ は , 粗複合体申に あ る , 細胞膜 に 結合 し て い な い
D N Aに よ ると 思わ れ る . 細胞膜 に 結合し た D N A と,
結合し て い ない D N A を分離す るた め に . 電気泳動後 ,
複合体画分 を集め て , 庶糖密度勾配遠心 を 行 な っ た
(Fig.2 (C))
Fig .2 (C)に 示 した 様に , Pu rA マ ー カ ー と hisA
マ ー カ ー で は , 活性の 分布が 異な る . ♪〟rA マ ー カ ー
は , 枯草菌染色体上 で t 複 製 開始部位近傍 に 位置
し . 力ねAマ ー カ ー は , 複製開始点 と複製終点 と の はば
中間に 位置する マ ー カ ー で あ る . 遠JL､後 , 卯 rAマ ー
カ ー の 複 合 体 か ら の 遊 離 は 認 め ら れ な か っ た
が
,
九f5A マ ー カ ー は , 大部分 の D N A と同様 , 複合体
か らの 遊離が 認め ら れ た . こ の 事 ほ ∴迫遠心 に より .
膿 に 結合 し た D N A と膿 に結合 して い な い D N A を
離出来る こ と を示し て い る .
電気泳動を用 い る こ と に よ り . 粗 D N A一 組胸膜複合
体か ら , DN Aに 結合し て い な い 膜 成分 を 80 ～ 90 %
除く こ と が 出来た . さ らに , 超遠心 を併用す る こ と に
よ り . 複合体か ら , 膜 に 結合 して い な い DNA を 50 %
以上除く こ と が 出来た .
ま た , 精製複合体 は , 複製開始部位近傍に 位置す る
遺伝子 マ ー カ ー 卯 rA 特異的 に濃縮する . し か し , 複
製終点近傍 に 位置す る マ ー カ ー 椚 朗唱 は , 僅か しか 濃





実験方法 Ⅴ-6, Iで 述 べ た 方法に
従 い . 電子顧徴鏡観察を行 な っ た .
Fig･3 . に 示 した 図は . こ れ まで 報告さ れ て い る複合
体の 図に類似 し て い た . 中 央 に 見 ら れ る 膿様 の 物
に , 1 ～ 3 本の D N A断片が付着 し て お り , そ の 長 さ
は . 約10 ～ 15〟m で あ っ た . 長さ か ら , D N Aの 分子
量 を計算すると , 約2 × 107 ～ 3 × 107 で あ っ た .
2 . 複 合体 の構成成分
細胞内の D N A. た ん ばく . P- リ ピ ド , お よ び細胞壁
成 分 を そ れ ぞ れ , 3H- T d R, 35s, 32p, お よ び , 3H･
Glu co s a min eで 標識 し .複合体申 に 含ま れ る こ れ ら諸
成分の 割合 を , 各精製の 段階毎 に 求 め , Tab le 2に 結
果を ま と めた .
表 中の 欄2 と 3 か ら わかる よう に , " 大 き さ " の 差の


































Figu re2 . ゾ M ン 電気泳動を用い た . 複合体の 精製.
Fig･1 で得ら れ た . 粗複合体を , P58E柑 (pH 6.7)緩
衝液 に 対 し透析 し , 洩縮後,
"
実験方法 Ⅴ-2" で 述 べ た
方法 に 従 っ て 電気泳動を行な っ た (a). 分画番号16
番か ら 19番 ま で を集め て , 再び 電気泳動を行な っ た
(b). (b)と 同様 (a)の 1 6番よ り 19番 ま で を 集め
て , 64 %庶糖 - P50El O溶液を底 に お い た , 10～ 30 %
庶糖-P5 0E川 溶液 の 直線的密度勾配遠JL､を 行 な っ た
(Be ckm a nSW27r oto r, 25,000rpm , 4hrs, 2
0
c). 遠
心後 , 1.2m げ つ , 分画し た (c).
(a), (b). (C)に お い て , 各分画よ り 一 定量と り .そ
れ ぞ れ に つ い て , 形質転換活性お よ び , 放射能活性を
馳走 し た .
0 - - - - - "-○ , 3H- r adio activity ; ⑳ " - …--⑳
･
35s-7 adio a ctivity ;(a), 血 叫 A , Pu rA (1
= 1 × 105tra n sfo r m a nts/ mL ); △ - △ ,
hisA(1 = 5 × 10
3
tra n sfo r m a nts/ mL); (b).
A 叫 A , Pu rA(1= 1 × 105 tr a n sfo r m a nts/
m£) ; △ - - △ . わねA (1 = 5 × 10
3
tr a n sfo rm ants/ mL); (C). A 一 息 . purA(1
= 5 × 103 tra n sfo r m a nts/ mL); △ 鵬 △ ,
hisA(1 = = 2 × 103 tr an sfo r m ants/ mL).
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か っ た DN Aに 結合し て い な い 膜成分を電気泳動故 に
ょり , 約 80 %以 上除く こ と が 出来た .
また , こ の 精製複合体 は , 細胞表層成分で あ る リ ピ
ド , お よ び グル コ サ ミ ン をそ れ ぞ れ 全細胞申 の 0･4
% , 1 .0 %含ん で い る .
電子顕微鏡観察 , お よ び構成成分の 解析 か ら . 著者
の方法に よ り単離 ｡ 精製し た複合体 は , D N Aに 結 合
した細胞膜の み を含み , さ ら に , D N A上の 特定部位の
みを濃縮 した複合体で あ る .
3. 染色体複製開始部位と細胞膜と の 結合に お よぽ
す pH の 影響
細胞膜 に 結合し た D N A と結合 して い ない D N A は.
電気泳動後 , 遠 心す る こ と に よ り完全 に 分離出来た .
即ち . 大部分の D N A と同様に , hisA マ ー カ ー は複合
体から遊離す る . こ れ に 反 し て . か〝 A マ ー カ ー の 複
合体か ら の 遊離は認 め ら れ なか っ た . しか しな が ら .
電気泳動を , ア ル カ リ性 で 行な っ た後 , ア ル カ リ性で ,
遠心す る と , 卯〝 A マ ー カ ー の 複合体 か ら の 遊離 が 認
めら れた . そ こ で . Pu rA ･D N Aの 細胞膜 と の 結合 に お
よぼ す pH の 影響 に つ い て 検討した .
何れ の pH に お い て も , 泳動の パ タ ー ン に 変化は な
か っ た(Fig ･4(a , C , e)). しか し , P臼 が ア ル カ リ 性に
なる に つ れ て , 遠心す ると . 擁 rAマ ー カ ー が 複 合体
か ら遊離す る (Fi官.4 (b,d .f)).
遊離の 度合は , p8 8.1 に お い て , pH 6,7 の 場合に比
較す ると , 50 %以上 に な っ た .
粗複合体を . 中性溶液に対し て 透析した場合 , こ の
様 な遊離が認め ら れず , ア ル カ リ性に 透析する と 認め
ら れ る こ と か ら . 中性にお け る , 卯 rA -D N A と細胞膜
と の 結合 は不可逆的と思 われ る .
若し そう で あ る なら ば , 一 度中性に 透析し安定化 し
た複合体 を , ア ル カリ性 に対して 透析後 , 電気泳動.
遠心 を行 な っ て も , 卯 rAの 複合休か らの 遊離 は認 め
られ な い はず で あ る . 結果は. 予想し た通り , 卯 rAマ
ー カ ー の 遊離 は認 め られ なか っ た (Fig .5). 以 上の 結
果を , Table 3 . に ま と め た .
4. S D S･ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル に よ る た ん ば く
成分の 解析
Table l. Ma rke rfr equ ency a nalysis of a pu rified c o mple x
M ake rfr equ e n cy(n o r m aliz ed )
♪αrA/カオ∫A 弼 βよB/カね A





1st SDG 28. 3 1. 73
1st SD E 28. 3 1. 73
2nd S D Gafte rlst S D E 39. 6 2.1 0
精製過程に お ける 複合体申の 各マ ー カ ー の 遺伝子頻度 を測定し た . 値はす べ て , 胞子
D N Aの Pu rA/hゐA= 1.01, m etB/hisA = 0 .6で 柿正し た . S D G( 庶糖密度勾配道連
JL､). S DE(庶糖密度勾配電気泳動)
Table 2. Prope rties of a pu rified D N A- m e mbr a n e c o mple x
Relativ e a m o u nt (%)
D N A Pr Otein 1ipid w all
Shea r ed w hole lys ate 1 00 100 1 00 10 0
1st S D G 6.2 6.5 1 2.1 7. 4
1st S D E 6. 2 1.4 0. 4 1. 0
2nd S D Gafte rlst S D E 1. 5 1.4
精製複合体中の , D N A. た ん ばく . リ ビ ドお よ び 細胞壁成分 を . 各精製過程毎 に . 細
胞内の 全量 に 対す る相対値で示 した .
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Figu r e3. 精製し た複合体 の 電子顕微鏡観察
Fig･2で 得 られ た ,複合体分画を集め , Ⅴ-6 で述 べ た
方法に 従 っ で 電子顕微鏡観察 を行 な っ た . 肘 = 1〟m
精製 し た複合体中に . 特異的 たん ば く 成分が あるか
どう か , SDS- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て . 解
析 し た .
複合体 は , 殆ん ど主要な膜 たん ばく 成分を含ん で い
た .
Fig･6 (a,b)に 示し た 様に , 複合体画分と . DN Aに
結合 し て い な い 膿画分で は , 接合体画分 の た ん ばく塞
が ･ 全細胞中の 1 ～ 3 % とい う少量 に も抱わ らず 差異
が認め ら れ なか っ た . 一 般 に , 細胞膜 たん ば く は. 全
細胞中の た ん ばく の 10% 前後と言 わ れて お り . こ の事
か らも複合体が含む たん ば く 量は少 な い こ と が解る .
と こ ろが . た ん ばく 成分 は差異 が なか っ た . こ の こと
か ら , 複合体中の D N A と特異的に 結合 して い る 膿た
ん ば く は非常 に 少量 の たん ば く で あ る こ とが 予想され
る . そ こ で . 大多数 の 膿た ん ば く を除 く た め , 細胞港
南液を超普破処理 し た後 , 電気泳動 を行 な っ た . 30
秒 , 60秒, 超音波処理後 . 泳動す る と , 複合体画分の
た ん ば く量 は , そ れ ぞ れ , 全細胞申 の た ん ば く 量の
0.07 %, 0.03% で あ っ た .
こ の 様に , 超音波処理 に よ り , 大多数の たん ばく を
除い た 後, た ん ばく 成分を解析 し た と こ ろ , 予想の通
り , い く つ か の , 複合体特有の た ん ばく 成分が検出出
来 た , こ れ ら の た ん ばく 成分 は , 分 子 量150, 00.
38,000, 32,000, 29,000, 27,000. 24,00で あ っ た .
こ の 内, 38,000, 32,00 の たん ば く は , 60秒 処 理
で , 消 失 し た . ま た . 150, 00の た ん ばくは , R N A
ポ リ メ ラ ー ゼの
, β, β
'
サ ブ ユ ニ ッ ト と 思 わ れる .
こ の 結果分子量2 9,000, 27,000, 24.000 を持 っ たん
ば く 成分が . 複合体中の D N Aと 強固 に 結 合 し て い る
た ん ばく と 思わ れ る .
考 察
染色体 D N A が , 細 胞 膜 と , D NA の 複製部
位 で 結合 し て い る こ と を 枯草菌 で は , Gan es an
& Lede rbe rg
6) に よ り, 大 腸 菌 で は. S mith &
Ha n a w alt-21に よ り発見さ れ て 以来 . 数多く の 研 究が
な さ れ て き たが . 結合 の 化学的性状 に 関 して は . 不明
な点 が 多い ･ こ の こ と は, 複合体の 単離 ｡ 精製法が,
ま だ 確立して い な い こ と に よ ると 思わ れ る .
著者 は , 複合体の 単離 ･ 精製法の 確立を試み , 中性
の 条件で , 電気泳臥 お よ び庶糖密度勾配遠心 を併用
す る こ と に より , 安定 な複合体を精製 す る こ と が出来
た .
精製 した 複合体 は , 複 製 開始部位近傍 の 遺伝子
擁 rA マ ー カ ー を , 他部他 に比 し て 濃縮す る こと がわ
か っ た . 橡製終点部位近傍 に位置す る m β柑 マ ー カー
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Figu r e4. PurA D N A と細胞膜 の 結合 に お よ ぼ すpH の 影響
Fig･1 で 得ら れ た . 粗複合体を集め種々 の pH に調製 し た緩衝液に 対 して , 00c, 12 時間
透析後 , 同L:緩 衝液中で , 電気 泳動 を行な っ た (a ,C, e). 泳動後 , Fig.2 (C)と 同様の 方
法で 遠尤､を行 な っ た (b.d.f).
(a,b)･ P50E10 , pH6･7 ･ (C,d)･ T5 0El O(50m M Tris･ HCl, pH 7.5. 10m M E D T Al,(e,f).
T5 0E. 0, pH 8.1. 0 ‥ = ‥ 0 .
3
H r adio activity ;⑳ … … ⑳ , 35s r adio activity ;
(a). pu rA(1 = 1 × 105 tra n sfo r m a nts/ mL); hisA(1 = 5 × 103 tra n sfo r m a nts/
mエ); (b).
pu rA(1 = 5 × 103tra nsfo r m a nts/ mL );h isA (1 = 2 × 10
2
tr a n sfo r m a nts/ mL);(C)･
f･u rA(1= 1 × 10
5
tra n sfo r m a nts/ nL);hisA (1= 5 × 10
3
tr a n sfo r m a nts/ mL );(d)･
Pu rA(1 = 2 × 103 tr a n sfo r m a nts/ nL). hisA (1= 5 × 10
1
tr a n sfor m a nts/ mL);(e).
Pu rA(1= 1 × 10
4
tra n sfo;m ants/ mL);hisA (1 = 1 × 10
3
tr a n sfo r m a nts/ mL ), (f).
Pu rA(1= 1 × 10
3 tr a n sfor m a nts/ rnL), hisA (1 = 1 × 102 tr a n sfo r m a nts/ mL).























Fr actio n s
Relativ e a m o u nt
Of D N A (%) Relativ etr an Sfo rming a ctivity ( % )
M Sup M Sup
pH ♪鋸rA カiぶ A 椚 eオB か〝 A 鬼才∫ A 椚 g≠B
6.7 15. 5 75. 5 77. 0 48.6 75. 9 7.5 34.9 1 5.4
7.5 19. 2 67.4 58.9 25.2 18.6 56. 3 ､
8.1 11. 4 67. 1 34. 9 22.8 37.0 52. 3
6.7 - 8. 1 21..5 67. 1 63, 1 42.1 21.1 49.2
D N Aと細胞膜と の 結合 に お よ ぼ す , pH の 影響 を 示 した . 数値は , 泳動後 . 超嵐L､して . 重い 画分 に 来
る値 を相対値 で 示 し た .
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Figu r e5. 中性で 一 度形成 した複合体を ア ル カ リ 性
で 泳動 , 遠心し た時の パ タ ー ン .
Fig.1 で得た ,粗複合体を . P50ElO(pH6.7) 緩衝液に
対して .O
O
c 12時間透析後 . 弓ほ 続き .T5OE1 0(pH8.1)
に 透析 し直 した . (a), pE 8.1 にお ける 電気 泳動 の パ
タ ー ン . (b) Fig.2 (C)に 述 べ た 方法と 同埠に - 泳動
後 t pE 8.1で , 庶糖密度勾配超遠 心を行 な
っ た ･
○- - … … ○ ,
3
1‡･ r adio a ctivity ; ⑳q
" 一
一 ⑳ .35s-
radio activity ;(a). Pu rA(1= = 5× 10
4 tra n sfo r
m ants/ mL). 始 A (1 = 2 ×103 tr a nsfo r m ants/
mL),(b). Pu rA (1 = 5,× 10
3 tra n sfo rrn a nts/mL ),
始 A (1 2 ×10
2 tra n sfo r m a nts/mL).
も 同様 に濃縮さ れ る こ と が報告
1卜 叩憫 さ れ て い るが ,著
者の 方法で 得た複合体は , 椚 g 柑 マ ー カ ー を僅か し か
濃縮し なか っ た . と こ ろ が , Table 3. に 示し た様 に ,
電 気泳動後 . 遠 心 し て も . ん∫gA マ ー カ ー と 異 な
り , m β亡B マ
ー カ ー の 遊離 は認 め られ なか っ た . 従 っ
て , 複製終点部位 は∴染色体 に結合 はし て い るが , 精
製 の 過程で , 刑 g沌 マ ー カ ー は , ある 程度失 な わ れ て
い る 可能性 が 高 い . こ の 事 は , 椚 g柑 マ ー カ ー
は . ♪ぴrA マ
ー カ ー に 比 して . せ ん断カ に , より 感受
性7Iで あ る こ と と関連が あ る と 思わ れ る .
精製複合体特有の た ん ばく 成分 は ∴ 超音波処理 に よ
り は じ めて 検 出出来た . と こ ろが . 未処理 の 複合体で
は , 殆ん ど , D N Aに 結合し て い な い 膿画分と , そ の 組
成 は頼似 して い た . 従 っ て ∴組音波処理 によ り はじ め
て 検出出来た , 分子量29,000, 27.0､00お よ ぴ 24,000
の たん ばく は ,非常に 少量 なた ん ば く 成分 と思わ れ る .
複合体特有 の た ん ば くが , 非常 に 少量 の 膜成分で あ
り . また . DNA に強固に 結合 し て い る こ と か ら , 複合
体形成の 中心 (CO r e)た ん ば くで あ ると 思 われ る .
こ れ ら の た ん ば くの 持 っ 役割り は . 現在 の 所不明で
あ るが , 一 つ の 可 能 性 と し て , こ れ ら の た ん ばく
は . D N A上の 特定部位 を認識 し , 結合し , さ ら に . こ
の D N A-たん ばく 接合体を勝と結合 さ せ る 役割 が考
え られ る .
最 近 I 大腸 菌に お い て ,
"
D N A- 細胞膜複合体
"
に細
胞壁 が関与 して い ると い う 報告が あ る
用卜2-)
. 著者の構
製 した 複合体 は , 1% 前後の 細胞壁成分 を有 し て お
り . 大腸菌で 言 わ れて い る 様な , 細胞壁成分の 複合体
形成 へ の 関与が あ るか も しれ な い が , 現 在の 所不明で
あ る .
D N A一 細胞膜複合体 に 関す る研究 は . 細胞膜 とい う,
非常に 複雑 な機能 を有する細胞構造体 を 取 り 扱う た
め , そ の 複合体形成の 分子 レ ベ ル で の 解析 , お よ び複
合体の 持 っ 生物学的意義 に つ い て 不 明な点 が多い . こ
の 様 な現時点 に お い て , 著者の 確立 した , 複合体の単
離精製法 は . 非常に 簡 便で . こ の 分野の 研究に 有用と
思 わ れ る .
現在 . 著者 は , こ の 複合体の 生物学的機能 , 特 に複
製周期と の 相関性 を , ま たin vitr o で の 再構成系を用
い て . 複合体形成 の 分子機構の 解析 を行 な っ て い る .
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｡ 精製法の 確立 を試み た .
精製 した複合体が得 られ た か , 否か は次の 二 つ の 観
点か ら確認 した .
i) 複合体を出来る だ け温和な条件下で 単離 し ･さ ら
に . 複合体 は , D N A と特異的に 結合 して い る膜成分の
み を 含む こ と .
ii) 精製し た複合体 は , 染色体上の 特定部位を含むこ
と .
以 上 の 観点か ら , 複 合体 を単離 ･ 精製し た .
i) D N Aに 結合 した 細胞膜 と , 結合し て い な い 細胞
膜で は , そ の 表層荷電が異な る こ と を利用し , 中性で
ゾ ー ン 電気泳動を行 な い 両者を分離 し た .
ii) 複合体中の 細胞膜 に 結合 した D NA と, 細胞膜に
結合し て い な い D N Aは, 庶糖密度匂配超遠心法 に よ
り 分離し た .
i)- ii) の 方法 を併用す る こ と に より 精製し た 複合
体 を得る こ と が 出来た .
精製 した 複合体 は , 細胞 内D N Aの 2 ～･5 %諸田胞内た
ん ば く の 1 ～ 4 %, P ･ リ ビ ド0.4 % お よ び細胞壁成
分 を 1 %含ん で い た . ま た , 複合体申の D N A は･ 染色
体上の 特定部位を濃縮し て い た . 即 ち . 複製開始点近
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Fig. 6.(a. b)
Figu re6. 精製複合体の S D S･ ポ 1) ア ク リ ル ア ミ ド
ゲル バ タ ー ン .
Ⅴ･5で 述 べ た 方法 に 従 っ て ∴複合体中 の た ん ば く 成
分を解析 し た .
(a) 未処理 の 複合体
(b)未処理 の D N Aに 結合 して い な い 膿
(C)30 秒超音波処理 し た複合体
(d) (C)と 同様
(e) 30秒処理 し た 時の D N Aに 結 合し て い な い 膿
(f)60秒処理 し た時の 複合体
(g)60 秒処理 し た 時の D N Aに 結合 して い な い 膿
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Fig. 6.(c. d. e)
Fig. 6.(f. g)
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傍 に あ る . 函 〝 A マ ー カ ー は , 他の マ ー カ ー に 比 し て
濃縮さ れ たが ,複製終点近傍 に あ る 椚 g沌 マ ーカ ー は ,
僅か しか 濃縮さ れ なか っ た . pu rA-DNA と 細胞膜 と
の 鎮台 は, 電気泳動を行 なう 際 の 緩衝液の PH に 影響
さ れ る . こ の 結合 は , 中性 で 安定 だが , ア ル カ リ 性で
は不安定で あ る . 約50 % 以上 の 卯 rA マ ーカ ー が , ア
ル カ リ性の 条件下(PH 8.1) で , 精製し た複合体 か ら
遊離し た .
S D S一 ポ リ 7 ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を用い て , 複
合 体と , D N Aに 結合し て い な い 細胞膜 の たん ば く 成
分 を解析 し た . そ の 結果 ,
i). 超音破処理 を し て . 複合体中の たん ば く 含量が .
全 たん ば く量 の 0.1 %以下 に な っ て 始 めて 差異が 認め
ら れた .
ii). 複 合 体 特 有 の た ん ば く 成 分 は , 分 子 量
29.000, 27,00 及 び 24,000で あ っ た .
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枯草菌に お け る D N A一 編胞膜複合体 に つ い て 343
A bs t r a ct
We ha v ede v eloped a simple pr ocedu reto pu rify a DNA- m e mbr ane co mple xfro m
Bacillus s ub tilis. A c r ude DN A- m e mbr a n e c o mple x w a s obtain edfro m a shear ed lys ate
thr o ugh ce ntrifugatio nin a s u c r o segr adie nta ndthe n purified by ele ctropho resi in a
suc r os ed nsity gradie nt. Ba sed o nthe diffe re nce in electr om obility, a D NA- m e mbr a ne
c o mplex w as s eparated effectively fr o m abulkof m e mbr a n efr agm e nts wh ich di d n ot
bind D N A. An artificiale ntr apm ent of m e mbr an efr agm e nts into DN Aw as e x cluded.
T he pu rほ ed D N A- m e mbr an e c o mple x c o ntain ed 2to 5 %oftotal cellula rD N A, 1 to
4% oftotalce11ularpr otein, 0.4%of total cel ularlipi d a nd l% of w allc o mpo n ent as
glu c osa min e. DN Ain the c o mple x w as e n riched fo rpurA, a gen etic m arker n ea rthe
replic atio n o rigin. a nd in 1ess er e xte nt m etR a m a rker n e a rthe replic atio nter minu s,
c ompared with m arkers o nthe othe r r egio n s ofthe chr o m oso r n e. The as s o ciatio n ofthe
Pu rA- D N Ato the m e mbr an e wa$ affected by pH of the bufer du ring electr opho resi .
Thu s, the as sociation w as stable in n e utrala nd sligh tly a cidic c o nditio nbut u n stable in
alkalin epHs . A bo ut a halfofpu rA m a rker w a s r el a sed fro m t he pu rined c o mple x at
pH 8.1 .
An alysis by SDS acryla mide gel ele ctr opho resis sho w ed that so m eu niqu epr otein s,
2 9,000, 2 7,0 00and 2 4,000 dalto n s, W e r edetected in the c om ple x o nly w hen m o st
PrOteins w er e r e m o v ed from the c o mple xby s o nic atio n.
